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第１章 緒言 
ほ乳類動物の精子ゲノムに内在するエピゲノム情報 (DNA メチル化といった化学修飾
が規定する遺伝情報) は、受精後の胚発生の転写制御に必須なことから、精子の質を決める
因子の一つとされている。近年、個体の加齢や特定の生育環境要因 (化学物質や物理的刺激、
離乳時のストレスなど) によって、精子の DNAメチル化様式が変化するといったエピジェ
ネティック変化が生じ、次世代個体の形質に変化を与える可能性が報告された。一方、畜産
現場では種雄動物が繁殖可能となってから、長期にわたって精液を採取し、人工授精により
産仔を作出するが、遺伝的に予測された形質をもつ産仔が一定して得られない事例もある。
その例として、種雄動物の加齢や生育環境の影響により、種雄動物の精子発生過程にエピジ
ェネティック変化が生じ、次世代個体の形質に予期せぬ影響を及ぼす蓋然性が考えられる。
そこで本研究は、精子の質的評価指標としての精子エピゲノム様式プロファイリングの有
用性を明らかにすることを目的とし、加齢や生育環境による精子エピゲノム様式変化を解
析した。 
 
 
第２章 性成熟から繁殖期を通じたマウス精子のゲノム網羅的 DNAメチル化解析 
背景 
動物生産において、繁殖期を通じて精子の質は必ずしも一定でないとされる。一般に精
子産生の開始を以て性成熟と見なす (性成熟直後を性成熟早期とする) が、経験的に繁殖に
供する最適な時期は、性成熟直後よりも多少の時間を経た時期であると考えられている (繁
殖期とする)。比較的長い繁殖期を経て、さらに加齢が進むと、精子数は減少傾向を示し、
やがて個体としての繁殖期を終える (繁殖晩期とする)。しかし、これらの知見についての
科学的証拠は不十分である。 
加齢による精子の DNA メチル化様式の変化については、不明な点が多く、ケーススタ
ディ的な報告がなされている段階である。その例としては、近年、ヒト精子では、≦45 歳
と＞45 歳の精子を比較した場合、特定のゲノム領域と幾つかの遺伝子の DNA メチル化様
式が変化することから、受精・発生率の低下や児の精神障害のリスク上昇が懸念されている。
このように、加齢に伴い、精子の DNA メチル化様式が変化することが予想されているが、
他のほ乳類動物精子においてエピジェネティック変化するゲノム領域の詳細については明
らかになっていない。そこで本研究は、加齢による精子のエピジェネティック変化を 1 塩
基解像度でゲノムワイドに解析した (この成果は、Kobayashi N et al., PLoS One, 2016に
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報告した)。 
 
結果 
精子ゲノムにおける DNAメチル化様式 
 これまで、マウス精巣重量や精細胞数における加齢性変化として、性成熟早期で増加し、
繁殖期で安定した後、繁殖晩期で減少することが示されている。これを指標に、性成熟早期
として生後 8 週齢 (8w)、繁殖期として 18 週齢 (18w)、繁殖晩期として 17 ヶ月齢 (68w) 
の C57BL/6N 雄マウスの精巣上体精子をスイムアップ法により採取し、Reduced 
representation of bisulfite sequence (RRBS) によるゲノム網羅的 DNAメチル化解析に供
し、エピジェネティック変化したゲノム領域を同定した。 
ゲノム領域について、メチル化レベルを詳細に比較した。加齢に伴い長鎖散在反復配列  
(LINE) のメチル化レベルは徐々に上昇した (図 1A、1B)。また、いくつかの領域 (イント
ロン領域、 遺伝子間領域、レトロトランスポゾン領域) において、8wのメチル化レベルは
他の群に比べてわずかにメチル化レベルが低かった (図 1A、1B)。しかし、ほとんどの領域
において 18wと 68wのゲノム全体のメチル化レベルに大きな差はなかった。 
メチル化レベルの異なるプロモーター領域の同定 
RRBS は、CpG リッチな配列 (例えば、プロモーター領域) を中心に高精度かつ定量性
に優れた DNAメチル化解析手法である。特にプロモーター領域の DNAメチル化は、遺伝
子の転写制御に関与することが知られている。群ごとのメチル化レベルを比較したところ、
メチル化レベルの異なるプロモーター領域が同定された (図 2A)。同定された領域をクラス
タリング解析したところ、大きく２つのクラスターに分かれた。クラスター I に属するプ
ロモーター領域は、18wや 68wよりも 8w精子においてメチル化レベルが高かった。一方、
クラスター II に属するプロモーター領域は、他の群よりも 8w 精子においてメチル化レベ
ルが低かった。次に、クラスター Iに母性インプリント領域が 3領域 (Plagl1、Gnas、Peg3) 
含まれていたため (図 2A)、他の母性インプリント調節領域についてもメチル化レベルを比
較することにした。その結果、全ての母性インプリント調節領域において、18wや 68wよ
りも 8w 精子においてメチル化レベルが 5-10%高かった (図 3A)。最後に、GO 解析し、ク
ラスター I に含まれている遺伝子群の機能について調べた。その結果、クラスター I に属
するプロモーター領域は、精子形成関連遺伝子群 (精子形成や減数分裂に関わる遺伝子群) が
有意に含まれていることがわかった (図 2B)。精子形成関連遺伝子群のメチル化レベルを比較し
たところ、他の群よりも 8w精子において 5-10%高いことがわかった (図 3B)。 
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母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群における個々のシーケンスリード解析 
精子における母性インプリント調節領域は脱メチル化されていることで、受精後の正常
な発生発達に寄与することが知られている。しかし、前節において、8w精子集団は平均し
て 5-10%のメチル化レベルをもつことがわかった。この精子集団のメチル化レベルの分布
は 2 つの可能性が挙げられる。①一部の精子が高メチル化されている (図 4、パターン 1)、
もしくは、②全ての精子が均一に 5-10%メチル化されている (図 4、パターン 2) である。
これらの可能性を検証するため、母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群を対
象に、シーケンスリードの解析を行った。その結果、これらの領域において、5-10% 程度
のシーケンスリードが高メチル化 (≧80%) されていることがわかった (8wの精子集団は、
パターン 1であることを示した) (図 5A、5B)。この結果から、8w精子の一部が不完全なメ
チル化様式をもつことが示唆された。 
 
小括 
 性成熟直後のマウス精子には、母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群の
DNAメチル化様式が不完全なものが含まれており、その様式は加齢とともに解消され、そ
の後の繁殖期から繁殖晩期を通じて長期間維持されることを示した。 
 
 
第３章 社会的生育環境による性成熟早期のマウス精子の DNAメチル化様式の変化 
背景 
 ウシにおいて、性成熟早期にあたる 12-14ヶ月齢の精液は、精子数が少なく、奇形精子が
多いことから、受胎率が不安定であるとされている。そのため、半年間程度の期間を設け、
精液性状が正常範囲に安定化する、繁殖供用開始適齢期 (20 ヶ月齢程度) の精液を人工授
精に供し、産仔を得る。しかし、この期間は、特定の生育環境ストレス (栄養状態など) に
より変動することが知られている。例えば、ウシの個別飼育はストレスを惹起するとされ、
こうした社会的生育環境により、性成熟早期のウシ精子の質に影響を与えている可能性が
考えられる。そこで、DNAメチル化様式を指標に、マウスモデルで、社会的生育環境によ
る精子の質への影響について検討した。 
 
結果 
社会的生育環境による精子ゲノムにおける DNAメチル化様式 
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 性成熟早期までの生育環境のストレスにより生殖能力が低下することが知られている。
例えば、個別飼育 (社会的孤立ストレス) は、集団飼育に比べて、視床下部の性腺刺激ホル
モン放出ホルモン (GnRH) の発現量を低下させることが報告された。これにより、下垂体
から精巣へ放出される性腺刺激ホルモン (FSH・LH) の量が低下し、精子の生産能力の低
下に至る可能性が示されている。このことから、性成熟早期の精子の DNAメチル化様式に
影響があるのではないかと考えた。そこで、本研究は、社会的生育環境による性成熟早期の
マウス精子のゲノム網羅的 DNAメチル化解析を行った。 
C57BL/6N雄マウスを離乳後、4週間の異なる 2つの生育環境条件下、集団飼育 (4匹/ケ
ージ、群飼、Group)、個別飼育 (1匹/ケージ、単飼、Isolation) に供した。8週齢の雄マウ
スの精巣上体精子をスイムアップ法により採取し、RRBSによるゲノム網羅的 DNAメチル
化解析に供し、エピジェネティック変化したゲノム領域を同定した。 
まず、ゲノム領域について、メチル化レベルを詳細に比較した。社会的生育環境により、
ゲノム全体のメチル化レベルは、単飼マウスは群飼マウスに比べて、高い傾向を示した (P 
= 0.052) (図 6A)。また、いくつかの領域 (イントロン領域、 遺伝子間領域) において、単
飼マウスのメチル化レベルは群飼マウスに比べて、有意に高かった (図 6B、6C)。 
社会的生育環境による母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群におけるメチル
化様式 
RRBSは、プロモーター領域について濃縮することができるため、前章にて同定した、母
性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群について、メチル化レベルを比較した。多
くの領域において、単飼マウスの平均メチル化レベルは、群飼に比べて高く、特に、Impact 
や Asz1、Piwil2において、有意に 5%程度高かった (図 7A、7B)。 
社会的生育環境による母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群における個々の
シーケンスリード解析 
 前章より、シーケンスリード解析を用いることで、不完全なメチル化様式をもつ精子の割
合を示した。母性インプリント調節領域と精子形成関連遺伝子群について、シーケンスリー
ド解析に供し、高メチル化 (60-100%) されたシーケンスリードの割合を群ごとに算出した。
前節にて有意な差のあった、Asz1 や Impact において、単飼マウスは、群飼マウスに比べ
て、高メチル化されたシーケンスリードの割合が大きいことがわかった (図 8A、8B)。 
社会的生育環境による雄性生殖細胞系列の DNAメチル化様式の変化 
 社会的生育環境によって、雄性生殖細胞系列への DNAメチル化様式の変化について解析
した。組織学的に DNAメチル化を検出するため、5-メチルシトシン (5-mC) を指標に、免
99
疫蛍光染色による局在解析に加え、それと全体の DNA量との割合を蛍光強度で測定し、半
定量的にメチル化レベルを評価した。局在様式に変化は観察されなかったが (図 9A)、定量
解析では、単飼マウスは群飼マウスに比べて、減数分裂直前のパキテン期精母細胞から 5-
mCレベルが有意に高いことがわかった (図 9B)。 
 
小括 
 社会的生育環境により、雄性生殖細胞系列と精子の DNAメチル化様式に差があることを
示した。また、個別飼育由来のマウス精子は、集団飼育由来に比べて、不完全なメチル化様
式のものが多く含まれていた。個別飼育によって精子生産能力が低下 (精子発生過程の遅
延) したため、このような DNAメチル化様式に差が生じ、その差は精子発生過程の進行と
ともに解消されると推察している。 
 
 
第４章 総括 
 農学領域では、形質的に優れた遺伝子をもつ種雄動物を選抜し、その種雄由来の精液を持
続的に得ることにより、優良な形質の産仔を作出してきた。その一方で、加齢や特定の生育
環境により、繁殖期における精子の質に変化が生じ、受精や産仔への予期せぬ影響が指摘さ
れてきたが、その変化の詳細については未だに明らかになっていなかった。そこで本研究で
は、エピジェネティクスに着目し、加齢や特定の生育環境による精子の質の変化を検討した。
その結果、性成熟早期の一部の精子は、DNAメチル化様式が不完全なことから、受精率や
受胎率の低下が懸念された。また、その後の繁殖期から繁殖晩期を通じて、正常なエピゲノ
ム情報が長期間維持されることを明らかにした。さらに、社会的生育環境によって、性成熟
早期における不完全なメチル化様式の精子の割合が変動することを示した。性成熟早期ま
での生育環境を考慮することで、個体の正常な精子の生産向上に貢献できると考えられる。
今後、種雄動物の精子の品質維持を目的に、精子の質の新たな評価法、それを用いた生育方
法への応用が期待される。 
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図 1. ゲノム領域における平均のメチル化レベル (A、B)。値は、平均±標準誤差を示す。図
中の異なるアルファベットは有意差を示す (P < 0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. メチル化レベルの異なるプロモーター領域のクラスタリング解析 (A)、クラスター I
における GO解析 (B)。 
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図 3. 母性インプリント調節領域のメチル化レベル (A)、精子形成関連遺伝子群のプロモー
ター領域のメチル化レベル (B)。値は、平均±標準誤差を示す。図中の異なるアルファベッ
トは有意差を示す (P < 0.05)。 
 
 パターン 1 
 
 
 
パターン 2 
 
 
 
 
図 4. シーケンスリードと精子集団のメチル化レベルの関係。シーケンスリード内の黒丸は
メチル化 CpG サイト、白丸は非メチル化 CpG サイトを示す。一部のシーケンスリードが
高メチル化されていれば、精子集団の一部の精子が高メチル化されていることを意味する 
(パターン 1)、一方、全てのシーケンスリードが同程度にメチル化されていれば、全ての精
子が同程度にメチル化されていることを意味する (パターン 2)。 
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図 5. 母性インプリント調節領域 (A) と精子形成関連遺伝子群 (B) における個々のシーケ
ンスリード解析。
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図 6. ゲノム領域における平均のメチル化レベル (A、B、C)。値は、平均±標準誤差を示す。
*P < 0.05。
図 7. 母性インプリント調節領域のメチル化レベル (A)、精子形成関連遺伝子群のプロモー
ター領域のメチル化レベル (B)。値は、平均±標準誤差を示す。*P < 0.05。
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図 8. 母性インプリント調節領域 (A) と精子形成関連遺伝子群 (B) における個々のシーケ
ンスリード解析。高メチル化 (60-100%) されたシーケンスリードの割合を平均±標準誤差
で示す。*P < 0.05。 
図 9. 雄性生殖細胞系列における 5-mCの免疫染色による解析。 (A) 5-mCの局在解析。緑
は 5-mC、赤は PI、それらの重ね合わせ (merge) を示す。 (B) 5-mCの定量解析。Y軸に
5-mC/PIの染色強度 (5-mCレベル) を示す。*P < 0.05、**P < 0.01。
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様
式
の
加
齢
性
変
化
論
 
文
 
審
 
査
 
の
 
結
 
果
 
の
 
要
 
旨
ほ
乳
類
動
物
の
精
子
に
は
、
ゲ
ノ
ム
情
報
に
加
え
、
エ
ピ
ゲ
ノ
ム
情
報
（
D
N
A
メ
チ
ル
 
化
と
い
っ
た
化
学
修
飾
が
規
定
す
る
遺
伝
情
報
）
が
含
ま
れ
て
お
り
、
こ
の
D
N
A
メ
チ
ル
 
化
様
式
が
受
精
後
の
発
生
・
発
達
の
転
写
制
御
に
必
須
で
あ
る
と
さ
れ
て
い
る
。
近
年
の
報
告
で
は
、
個
体
の
加
齢
や
特
定
の
生
育
環
境
要
因
 (
化
学
物
質
や
物
理
的
刺
 
激
、
精
神
的
ス
ト
レ
ス
) 
に
よ
っ
て
、
精
子
の
D
N
A
メ
チ
ル
化
様
式
が
変
化
す
る
と
い
っ
 
た
エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
ッ
ク
変
化
が
起
き
る
こ
と
が
示
唆
さ
れ
た
。
こ
の
こ
と
か
ら
、
受
精
を
介
し
て
胚
発
生
や
出
生
後
の
遺
伝
子
発
現
の
変
化
が
誘
導
さ
れ
、
次
世
代
個
体
の
形
質
に
変
化
を
与
え
る
可
能
性
が
考
え
ら
れ
て
い
る
。
一
方
、
畜
産
現
場
で
は
種
雄
動
物
が
繁
殖
可
能
と
な
っ
て
か
ら
、
長
期
に
わ
た
っ
て
精
液
を
採
取
し
、
人
工
授
精
に
よ
り
産
仔
を
作
出
す
る
が
、
遺
伝
的
に
予
測
さ
れ
た
形
質
を
も
つ
産
仔
が
得
ら
れ
な
い
事
例
も
あ
る
。
そ
の
原
因
と
し
て
、
種
雄
動
物
の
加
齢
や
生
育
環
境
の
影
響
に
よ
り
、
種
雄
動
物
の
精
子
発
生
過
程
に
エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
ッ
ク
変
化
が
生
じ
、
次
世
代
個
体
の
形
質
に
予
期
せ
ぬ
変
化
を
生
じ
さ
せ
て
い
る
可
能
性
が
考
え
ら
れ
る
。
本
研
究
で
は
、
精
子
の
質
的
評
価
指
標
と
し
て
の
精
子
エ
ピ
ゲ
ノ
ム
様
式
プ
ロ
フ
ァ
イ
リ
ン
グ
の
有
用
性
を
明
ら
か
に
す
る
こ
と
を
目
的
と
し
、
加
齢
や
生
育
環
境
に
よ
る
精
子
エ
ピ
ゲ
ノ
ム
様
式
の
変
化
を
解
析
し
た
。
そ
の
結
果
、
性
成
熟
早
期
の
一
部
の
精
子
は
、
精
子
形
成
関
連
遺
伝
子
群
や
発
生
に
関
わ
る
と
さ
れ
る
母
性
イ
ン
プ
リ
ン
ト
調
節
領
域
に
お
け
る
D
N
A
メ
チ
ル
化
様
式
が
不
完
全
な
こ
と
か
ら
、
受
精
率
や
受
胎
率
、
発
生
率
の
低
下
が
懸
 
念
さ
れ
た
。
ま
た
、
そ
の
後
の
繁
殖
期
か
ら
繁
殖
晩
期
を
通
じ
て
、
正
常
な
D
N
A
メ
チ
ル
 
化
様
式
が
長
期
間
維
持
さ
れ
る
こ
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
さ
ら
に
、
特
定
の
生
育
環
境
要
因
と
し
て
、
社
会
的
生
育
環
境
に
よ
る
エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
ッ
ク
影
響
を
解
析
し
た
と
こ
ろ
、
性
成
熟
早
期
に
お
け
る
不
完
全
な
メ
チ
ル
化
様
式
の
精
子
の
割
合
が
変
動
す
る
こ
と
も
明
ら
か
に
し
た
。
今
後
、
種
雄
動
物
の
精
子
の
品
質
維
持
を
目
的
に
、
精
子
の
質
の
新
た
な
評
価
法
、
そ
れ
を
用
い
た
生
育
方
法
へ
の
応
用
が
期
待
さ
れ
る
。
本
研
究
は
、
精
子
の
質
の
新
た
な
評
価
系
の
構
築
と
、
そ
れ
を
指
標
に
し
た
個
体
を
取
り
巻
く
生
育
環
境
の
改
善
や
個
体
の
生
育
状
態
の
モ
ニ
タ
リ
ン
グ
と
い
っ
た
動
物
生
産
へ
の
応
用
の
可
能
性
を
秘
め
て
い
る
と
と
も
に
、
畜
産
現
場
に
お
け
る
優
良
な
種
雄
動
物
由
来
の
精
子
の
質
の
維
持
に
貢
献
で
き
る
と
考
え
ら
れ
る
。
し
た
が
っ
て
審
査
の
結
果
、
本
研
究
は
博
士
（
農
学
）
の
学
位
を
与
え
る
価
値
の
あ
る
も
の
と
判
定
し
た
。
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